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Изучено влияние возраста и ограничения калорийности питания молодых и старых животных на пове-
дение клеток костного мозга в системе in vitro. Установлено, что ограничение калорийности увеличи-
вает пролиферативный потенциал клеток костного мозга старых животных. Миелограмма экспери-
ментальных животных имеет возрастные особенности, а ограничение калорийности вызывает повы-
шение недифференцированных бластов в костном мозге старых животных 
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1. Введение 
Негативное влияние факторов окружающей 
среды ускоряет старение организмов, снижая их про-
должительность жизни. При старении нарушаются 
адаптационно-трофические процессы, сопровожда-
ющиеся потерей координации между клетками орга-
низма, нарушением их пролиферации и дифференци-
ровки [1]. Костный мозг является эссенциальным ор-
ганом, так как выполняет жизненно важные функции. 
Основным его компонентом является пул гемопоэти-
ческих и мезенхимальных стволовых клеток [2, 3]. 
Возрастные изменения в костном мозге сопровожда-
ются нарушением координации между клетками па-
ренхимы и стромы органа; снижением скорости ге-
мопоэза; увеличением количества и размеров адипо-
цитов [4–6]; возникновение дисбаланса между адипо-
генезом и остеобластогенезом [7]; снижением его ре-
зервных возможностей. Эти функциональные изме-
нения способствуют уменьшению или отсутствию 
способности организма реагировать на стрессорные 
воздействия [1]. 
Более 80 лет проводятся экспериментальные 
исследования влияния ограничения калорий в рационе 
питания на продолжительность жизни животных [8, 
9]. Но, несмотря на большое количество, проведенных 
исследований влияния ограничения калорий на орга-
низм позвоночных и беспозвоночных животных, мало 
изученным остаётся вопрос о том, как низкокалорий-
ная диета влияет на гетерогенный клеточный пул 
костного мозга, особенно на поздних стадиях онтоге-
неза. Поэтому исследование клеток костного мозга 
крыс в зависимости от их возраста и калорийности пи-
тания в системе in vitro является актуальным. 
 
2. Обзор литературы 
В современном мире проблема увеличения 
продолжительности жизни актуальна. Так как с каж-
дым годом наблюдается рост количества людей с 
аутоиммунными и онкологическими заболеваниями 
[6, 10]. Это связано с нарушением функции иммун-
ной системы, в особенности костного мозга. 
На сегодня описано большое количество мо-
делей увеличения продолжительности жизни экспе-
риментальных животных, к ним относят применение 
иммуномодуляторов или адаптогенов; использование 
геропротекторов и калорийно-ограниченная диета 
[8]. Впервые McCay, Crowell и Maynard [9] показали, 
что продолжительность жизни крыс, содержащихся 
на калорийно-ограниченной диете, увеличивалась по 
сравнению с контрольными животными, получавши-
ми питание ad libitum. Последующие исследования 
подтвердили антивозрастной эффект ограничения 
калорийности в рационе питания многих организмов, 
включая дрожжей, червей, пауков, мух, рыб, мышей, 
хомяков, собак и макак [8, 11, 12]. Однако, недоста-
точно изученными остаются вопросы, связанные с 
исследованиями влияния ограничения калорий на ге-
терогенный пул клеток костного мозга животных на 
разных стадиях онтогенеза в системе in vitro. На ос-
новании вышесказанного в данном исследовании в 
ходе культивирования оценивали пролиферативный 
потенциал, жизнеспособность и процентное соотно-
шение типов клеток костного мозга молодых (3-ме- 
сячных) и старых (19-месячных) крыс, находящихся 
на разных режимах питания. 
 
3. Цели и задачи статьи 
Целью представленной работы явилось иссле-
дование пролиферативного потенциала, показателя 
жизнеспособности и процентного соотношения кле-
ток костного мозга крыс в зависимости от их возрас-
та и калорийности питания. 
Для достижения поставленной цели были ре-
шены следующие задачи: 
1. Оценить содержание клеток в костном мозге 
3-х и 19-месячных крыс, находящихся на разных ре-
жимах питания. 
2. Изучить пролиферативный потенциал и по-
казатель жизнеспособности клеток костного мозга 
крыс в зависимости от их возраста и калорийности 
питания в системе in vitro. 
3. Исследовать влияние возраста крыс и кало-
рийности их питания на процентное соотношение 
типов клеток костного мозга. 
 
4. Материалы и методы исследования 
Объектом исследования были клетки костного 
мозга 3-х (n=21) и 19-месячных (n=21) крыс-самцов 
линии Wistar. Животных содержали в стандартных 
условиях вивария, которые соответствуют «Санитар-
ным правилам по устройству, оборудованию и содер-
жанию экспериментально-биологи-ческих клиник». 
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Животные были разделены на следующие 
группы: 1 и 2 группы – 3-х (n=7) и 19-месячные (n=7) 
крысы получали питание ad libitum (контрольные 
группы); 3 и 4 группы – 3-х (n=7) и 19-месячные 
(n=7) крысы, которых на 14 суток переводили со 
стандартного режима кормления на диету с ограни-
чением калорийности (животных кормили через день 
при свободном доступе к воде); 5 и 6 группы –  
3-х (n=7) и 19-месячные (n=7) крысы, которых на 14 
суток переводили с низкокалорийной диеты на стан-
дартный режим кормления. 
Клетки костного мозга выделяли из диафизов, 
предварительно устранив эпифизы, бедренных и бер-
цовых костей животных по методу [13]. Полученная 
суспензия содержала одиночные клетки в количестве 
от 2–4×106 клеток/мл. 
Культивирование клеток проводили на протя-
жении 4 суток при температуре 37 °С, в атмосфере, 
содержащей 5 % СО2, используя питательную среду, 
приготовленную на основе среды 199 с добавлением 
20 % инактивированной эмбриональной телячьей сы-
воротки, 10 мМ HEPES-буфера, 2 мМ глутамина и ан-
тибиотиков (100 Ед/мл бензилпенициллина натриевой 
соли и 100 мкг/мл гентамицина). Оценку пролифера-
тивной активности клеток в системе in vitro осу-
ществляли каждые сутки путём подсчёта количества 
клеток в фиксированных полях зрения в камере Горя-
ева. Жизнеспособность клеток в ходе культивирова-
ния определяли каждые сутки в тесте с трипановым 
синим. Морфологический анализ цитологических 
препаратов костного мозга проводили сразу после по-
лучения суспензии и на 4 сутки культивирования, ис-
пользуя рабочий раствор красителя Романовского-
Гимзы и светооптический микроскоп. 
Статистическую обработку результатов про-
водили с использованием программ “Excel” и 
“Statistica 7.0” для WinXP. Статистическую досто-
верность различий между двумя группами данных 
оценивали с помощью непараметрического критерия 
Манна-Уитни. Данные представлены как средние 
значения, полученные в 3 аналогичных эксперимен-
тах и измеренные в 3 параллельных пробах, ± стан-
дартная ошибка; достоверными считались отличия 
при p<0,05. 
 
5. Результаты исследования и их обсуждение 
Данные по содержанию клеток костного мозга 
и их жизнеспособности на момент получения сус-
пензии представлены в таблице 1. Установлено, что 
у 3-месячных крыс контрольной группы количество 
клеток в костном мозге на 27 % было ниже относи-
тельно значений, полученных для 19-месячных 
крыс. Низкокалорийная диета независимо от возрас-
та крыс индуцирует снижение количества клеток в 
костном мозге на 36 % и 32 %, соответственно. При 
переведении молодых и старых животных на стан-
дартный режим питания достоверных отличий по 
количеству клеток относительно контрольных зна-
чений не было обнаружено. Показатель жизнеспо-
собности клеток костного мозга на момент получе-
ния суспензии был высоким независимо от возраста 
и калорийности питания (табл. 1). Это свидетель-
ствует о том, что метод [13] выделения клеток из 
костного мозга животных является эффективным, 




Средние значения количества клеток костного мозга из одной бедренной кости и  
показателя их жизнеспособности 
Группы 
животных 
Количество клеток костного 
мозга ×106/мл 
Жизнеспособность, % 
момент получения 4-е сутки культивирования 
1 2,2±0,4 98±0,5 97±1,6 
2 2,8±0,4 98±0,6 98±0,3 
3 1,4±0,5* 96±1,1 95±1,0 
4 1,9±0,5* 99±0,7 99±1,0 
5 2,0±0,2 97±0,8 95±1,2 
6 2,4±0,1 98±0,3 96±0,8 
Примечание: * – отличия достоверны относительно контрольных групп 3-х и 19-месячных крыс, p<0,05 
 
Морфологически популяция клеток костного 
мозга крыс разного возраста независимо от условий 
питания была гетерогенной (табл. 2). Достоверно 
значимых отличий не было обнаружено при анализе 
миелограмм молодых и старых животных контроль-
ной группы, исключение составило лишь наличие 
недифференцированных бластов у молодых живот-
ных. Одной из причин старения является снижение 
количества или отсутствие в костном мозге недиф-
ференцированных или малодифференцированных 
клеток-предшественников иммунной системы и уве-
личение зрелых, терминально дифференцированных 
иммунокомпетентных клеток. Кроме того, в ходе 
старения организма происходит снижение функцио-
нальной способности иммунокомпетентных клеток, 
что в целом оказывает негативное влияние на им-
мунную систему и вызывает развитие возрастных 
заболеваний [14]. 
Ограничение калорийности или голодание яв-
ляется для организма биологическим стрессом, осо-
бенно на стадии активного роста животных [1]. По-
лученные данные показали, что низкокалорийная 
диета вызывает временное снижение клеток эритро-
идного ряда у 3-месячных крыс (табл. 2). Это связа-
но с развитием гипорегенераторной нормоцитарной 
анемии, которая характеризуется временным угнете-
нием эритропоэза из-за дефицита в организме при 
низкокалорийной диете факторов кроветворения 
(витаминов группы В, белков) [15]. Переведение мо-
лодых крыс на стандартный режим питания способ-
ствует восстановлению количества клеток эритроид-
ного ряда в их костном мозге. 
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У 3-месячных крыс ограничение калорийно-
сти питания способствует увеличению дифференци-
рованных клеток, таких как палочкоядерные и сег-
ментоядерные нейтрофилы, лимфоциты. В работе 
[16] показано, что ограничение калорий на ранних 
этапах онтогенеза животных подавляет лимфопоэз и 




Миелограмма экспериментальных групп животных на момент получения клеточной суспензии 
Клеточные элементы 
Процентное соотношение клеток костного мозга, % 
1 2 3 4 5 6 
Недифференцированные 
бласты 
2,2±1,0 0,0±0,0 1,0±0,0 3,0±1,0* 2,0±1,0 2,0±0,2* 
Эритробласты 2,0±1,1 1,0±0,1 1,0±0,1 1,0±0,1 3,0±1,1 1,0±0,1 
Пронормобласты 1,1±0,2 1,0±0,2 1,0±0,2 1,0±0,1 1,0±0,3 1,0±0,2 
Нормобласты 
базофильные 4,0±0,5 3,0±0,7 0,5±0,0* 4,0±0,5 5,0±0,5 3,0±0,7 
полихроматофильные 10,0±1,1 9,0±1,8 2,0±0,1* 9,0±1,1 8,0±1,1 10,0±2,4 
оксифильные 4,0±0,2 2,0±0,1 0,5±0,3* 2,0±2,2 4,0±0,2 3,0±0,3 
Миелобласты 2,0±0,8 1,0±0,4 2,0±1,1 2,0±0,2 2,0±0,2 2,0±0,7 
Промиелоциты 1,0±0,4 2,0±0,7 2,0±0,5 1,3±0,4 1,3±0,4 1,0±1,7 
Миелоциты 7,0±2,1 5,0±0,1 7,0±0,3 5,0±1,1 7,0±1,1 6,0±0,3 
Метамиелоциты 9,0±1,2 10,0±0,7 8,0±1,3 10,0±0,2 8,0±0,2 9,0±2,8 
Палочкоядерные 
нейтрофилы 
19,0±0,3 22,0±1,3 23,0±1,1* 19,0±0,3 19±0,3 20,0±2,3 
Сегментоядерные  
нейтрофилы 
11,0±0,4 15,0±2,8 18,0±0,8* 17,0±2,4 14,0±0,4 18,0±1,4 
Эозинофильные гранулоциты 1,0±0,3 1,0±0,5 0,0±0,0 1,0±0,3 1,0±0,3 0,5±0,3 
Моноциты 0,7±0,2 1,0±0,6 1,0±0,1 0,8±0,1 0,8±0,1 1,0±0,2 
Лимфобласты 3,0±1,2 2,0±0,5 1,3±0,5 3,4±1,2 3,5±1,2 2,0±0,9 
Пролимфоциты 1,0±0,3 1,0±0,5 1,0±0,1 1,0±0,3 1,0±0,3 0,5±0,1 
Лимфоциты 20,0±2,2 22,0±1,2 30,0±0,3* 18,0±0,2 18,0±0,2 19,0±2,2 
Плазмоциты 1,5±0,1 1,0±0,2 0,0±0,0 1,0±0,1 1,0±0,1 0,5±0,5 
Мегакариоциты 0,5±0,2 1,0±0,3 0,7±0,3 0,5±0,2 0,4±0,2 0,5±0,1 
Примечание: * – отличия достоверны относительно контрольных групп 3-х и 19-месячных крыс, p<0,05.  
 
Полученные данные показали, что низкока-
лорийная диета вызывает в костном мозге старых 
крыс увеличение доли недифференцированных 
бластов (табл. 2). Доказано, что одним из антивоз-
растных влияний ограничения калорий на организм 
является индукция аутофагии, которая позволяет 
клеткам не только избавиться от повреждённых 
белков, деструктурированных органелл, токсинов и 
переработанных в ходе её метаболизма клеточных 
компонентов, но и обновить свои внутриклеточные 
компоненты [17]. Можно предположить, что пере-
ведение старых животных на низкокалорийную ди-
ету способствует активации аутофагии в клетках 
костного мозга, которая стимулирует недифферен-
цированные клетки к самообновлению и диффе-
ренцировке за счет обновления их внутриклеточ-
ных структур. Переведение крыс обоих возрастов 
на стандартный режим питания не вызывает изме-
нений в процентном соотношении морфотипов кле-
ток в костном мозге (табл. 2). 
Исходной концентрацией для культивиро-
вания клеток костного мозга была 2,0–2,3∙10
6
/мл. 
Пролиферативная активность клеток костного 
мозга молодых животных представлена на рис. 1, 
а. В культурах клеток молодых крыс контрольной 
группы наблюдалось постепенное увеличение 
пролиферативного потенциала, и на 4 сутки куль-
тивирования количество клеток в 2 раза превыша-
ло исходные значения (рис. 1, а, кривая 1). Пере-
ведение молодых животных на питание с ограни-
чение калорий и последующий откорм оказывали 
негативное влияние на пролиферативный потен-
циал клеток костного мозга (рис. 1, а, кривая 3, 5). 
Так, в первичных клеточных культурах от моло-
дых животных, находящихся на низкокалорийной 
диете и откорме, не обнаружено прироста клеток, 
и на 4 сутки культивирования их количество было 
в 1,2 раза ниже по сравнению с исходными значе-
ниями (рис. 1, а, кривая 3, 5). Это является показа-
телем снижения пролиферативного потенциала 
гемопоетических клеток в культурах вышепере-
численных групп животных. 
Пролиферативная активность клеток костно-
го мозга старых контрольных животных была низ-
кой в ходе всего культивирования (рис. 2, б, кривая 
2). Отсутствие роста клеток в первичной культуре 
отражает то, что клетки старых животных пребы-
вают в состоянии покоя в условиях in vitro. Низко-
калорийная диета способствовала повышению про-
лиферативного потенциала клеток костного мозга 
старых животных в системе in vitro (рис. 1, б, кри-
вая 4). На 4-е сутки в первичных культурах количе-
ство клеток костного мозга старых животных, со-
держащихся на низкокалорийной диете, в 2 раза 
превышало исходные значения. Переведение 19-
месячных крыс на стандартный режим кормления 
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не оказывало положительного влияния на пролифе-
рацию клеток костного мозга. При этом в первич-
ных культурах прироста клеток не было обнаруже-
но, и их количество достоверно не отличалось от 
контрольных значений (рис. 1, б, кривая 6). 
В ходе культивирования показатель жизне-
способности клеток костного мозга всех групп жи-
вотных независимо от возраста и калорийности пи-
тания оставался высоким (табл. 1). 
В первичных культурах клеток независимо от 
возраста и режима питания животных на 4 сутки 
культивирования отсутствовали клетки эритроидно-
го и мегакариоцитарного ростков. Это отображает 
большую чувствительность клеток эритроидного и 
мегакариоцитарного ростков к отсутствию ростовых 
факторов, т. е. зависит от условий культивирования. 
В первичных культурах клеток молодых кон-
трольных и старых, содержащихся на низкокалорий-
ной диете, крыс возрастало число недифференциро-
ванных бластов, а также бластных клеток гранулоци-
тарного и лимфоидного ростков (табл. 3). Наличие 
недифференцированных клеток в культурах выше-
указанных групп животных подтверждает их высо-
кую пролиферативную активность. Морфологиче-
ский анализ показал, что в культурах клеток с низ-
ким пролиферативным потенциалом преобладали 
дифференцированные клетки (палочкоядерные и 
сегментоядерные нейтрофилы, лимфоциты). Пове-
дение непролиферирующих дифференцированных 
клеток в культуре может быть двоякой. Они могут 
подвергаться деградации или сохраняться неизме-
ненными в культуре в течение нескольких суток. 
 
   
 
а                                                                          б 
 
Рис. 1. Изменение количества клеток костного мозга в первичной культуре: а – молодых животных;  
б – старых животных; * − отличия достоверны относительно контрольных групп 3-х и 19-месячных крыс, 
p<0,05. Цифрами обозначены группы животных (см. Материалы и методы исследования) 
 
Таблица 3 
Процентное соотношение клеток костного мозга экспериментальных групп животных  
на 4-е сутки культивирования 
Клеточные элементы 
Процентное соотношение клеток костного мозга, % 
1 2 3 4 5 6 
Недифференцированные бласты 5,0±1,0 0,0±0,0 0,0±0,0 8,0±0,3* 0,0±0,0 0,0±0,0 
Миелобласты 1,0±0,4 0,0±0,0 0,0±0,0 2,0±0,5* 2,0±0,5 1,0±0,1* 
Промиелоциты 1,0±0,3 0,0±0,0 1,0±1,2 2,0±1,2* 2,0±0,7 1,0±0,5* 
Миелоциты 3,0±0,1 5,0±3,1 1,0±1,0 4,0±0,8 1,0±0,0 2,0±1,1 
Метамиелоциты 10,0±2,4 6,0±0,4 4,0±1,1 9,0±2,1* 8,0±2,2 6,0±3,2 
Палочкоядерные нейтрофилы 16,0±0,2 23,0±2,2 24,0±3,7 16,0±0,7* 25,0±2,3* 21,0±2,5 
Сегментоядерные нейтрофилы 20,0±1,4 26,0±1,4 26,0±0,9 19±0,7* 25,0±1,1* 24,0±2,1 
Лимфобласты 12,0±0,3 4,0±0,5 6,0±1,1 7,0±1,7* 4,0±0,3 4,0±0,3 
Пролимфоциты 10,0±0,2 5,0±2,2 7,0±2,0 8,0±0,0 9,0±1,2 8,0±2,4 
Лимфоциты 22,0±1,2 31,0±1,2 31,0±4,5 25,0±1,5* 32,0±4,2* 33,0±0,2 
Примечание: * – отличия достоверны относительно контрольной группы животных, p<0,01 
 
На основании полученных данных, можно 
предположить, что низкокалорийная диета способ-
ствует восстановлению или активации пролифера-
тивного потенциала клеток костного мозга старых 
крыс в системе in vitro. 
 
6. Выводы 
Таким образом, содержание клеток в костном 
мозге крыс зависит от возраста и ограничения пита-
ния. Увеличение возраста крыс способствует увели-
чению количества клеток в костном мозге. Переве-
дение крыс на низкокалорийную диету приводит к 
снижению содержания клеток в костном мозге неза-
висимо от их возраста. Пролиферативный потенциал 
костномозговых клеток отличался у молодых и ста-
рых животных в системе in vitro. С увеличением 
возраста животных пролиферативный потенциал 
клеток костного мозга снижается. Ограничение ка-
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лорийности питания с одной стороны, стимулирует 
пролиферацию клеток старых крыс, а с другой, по-
давляет пролиферативную активность клеток моло-
дых крыс. При этом показатель жизнеспособности 
клеток костного мозга не зависит от возраста и кало-
рийности питания крыс и остается высоким в ходе 
всего культивирования. Морфологически популяция 
клеток костного мозга крыс независимо от возраста 
и условий питания была гетерогенной. Однако куль-
тивирование снижает гетерогенность клеток. При 
том в первичных культурах с низкой пролифератив-
ной активностью в основном присутствуют терми-
нально дифференцированные клетки гранулоцитар-
ного и лимфоидного ростков. А в первичных куль-
турах с высокой пролиферативной активностью бы-
ли обнаружены недифференцированные бласты и 
предшественники клеток крови. Переведение крыс 
на низкокалорийную диету оказывает положитель-
ное влияние на пролиферацию клеток только на 
поздних стадиях онтогенеза. Однако для определе-
ния механизмов влияния ограничения калорийности 
на пул недифференцированных предшественников 
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